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 Salah satu penyakit yang menjadi perha-
tian dunia saat ini adalah penyakit kanker pa-
yudara. Kasus kanker payudara adalah satu dari 
5 jenis penyakit kanker terbesar di dunia (WHO 
2004). Di Indonesia sendiri kasus kanker pa-
yudara mencapai 8277 pada tahun 2007 (Depkes 
2008). Beberapa obat sintesis telah digunakan 
secara komersial untuk menghambat pertumbu-
han sel kanker. Namun demikian obat ini memi-
liki beberapa efek samping yang berbahaya bagi 
tubuh seperti kerontokan rambut, diare, muntah, 
dan gangguan tidur (Faisel  2012). Untuk meng-
hadapi tantangan ini, saat ini banyak dikem-
bangkan obat yang berasal dari tanaman herbal. 
Obat herbal menjadi kecenderungan baru dalam 
dunia pengobatan pada saat ini karena selain 
telah diketahui secara turun temurun juga me-
miliki aktifitas yang baik dalam menyembuhkan 
penyakit, namun demikian obat herbal tersebut 
perlu dikarakterisasi lebih lanjut dan di optimasi 
dengan cara mengambil senyawa murni yang 
berperan sebagai senyawa aktif. 
 
 Kanker payudara diketahui memiliki 
kaitan erat dengan inflamasi yang bersifat kro-
nis, inflamasi dalam sel dikontrol oleh enzim 
siklooksigenase 2 (COX-2). Enzim yang ber-
peran mensintesis prostaglandin ini diketahui 
memiliki kaitan dengan perkembangan kanker 
payudara. Ekspresi berlebihan pada COX-2 
ditemukan pada kanker payudara (Soslow et­al. 
2000). Penghambatan pada enzim ini memiliki 
potensi untuk pengembangan obat antikanker 
payudara. Obat komersial yang telah diuji ak-
tivitasnya adalah selekoksib. Selekoksib meru-
pakan obat yang telah diterima oleh FDA dan 
memiliki efek antikanker. Namun demikian, 
konsumsi selekoksib memiliki efek negatif 
terhadap kesehatan seperti peningkatan penya-
kit kardiovaskular sebesar 37% (Bhala et­ al. 
2013). 
 Temulawak (Curcuma­ xanthoriza) 
adalah tanaman yang sudah lama digunakan se-
bagai tanaman obat terhadap beberapa penyakit 
antara lain sebagai senyawa obat anti kanker, 
anti inflamasi dan menurunkan kadar koles-
terol pada manusia (Kim et­ al. 2007). Tana-
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man rimpang yang banyak ditemukan di pulau 
jawa ini tersusun atas senyawa kurkuminoid 
dan santorizol. Kurkumin merupakan senyawa 
fenol alami yang memiliki warna kuning. Se-
nyawa ini memiliki sifat antiinflamasi dengan 
cara menghambat sintesis prostaglandin. Sifat 
anti inflamasi ini disebabkan oleh kemampuan 
kurkumin dalam menghambat berbagai siklus 
proinflamasi (Aggarwal et­al. 2010). Santorizol 
merupakan senyawa yang berperan sebagai zat 
antiproliferasi dengan cara menginduksi proses 
apoptosis pada sel MDA-MB-231 (Cheah et­al. 
2008). Mekanisme interaksi kurkuminoid dan 
santorizol terhadap aktifitas antikanker belum 
diketahui secara pasti. Sehingga dibutuhkan 
simulasi penambatan molekuler untuk mengeta-
hui potensi senyawa murni tersebut.    
 Mekanisme interaksi antara senyawa 
temulawak dan COX-2 dapat diketahui me-
lalui metode penambatan molekuler. Metode 
ini adalah metode in­ silico yang merupakan 
metode gabungan ilmu struktural molekular bio-
logi dan komputasi obat. Tujuan dari metode 
ini adalah untuk mendapatkan informasi inter-
aksi struktur tiga dimensi dari protein dan ligan 
(senyawa uji) dengan menggunakan indikator 
energi bebas interaksi (∆G).  Informasi jenis 
ikatan dan kekuatan interaksi memberikan data 
yang dapat memperlihatkan mekanisme inhibisi 
suatu senyawa aktif terhadap reseptor spesifik 
yang berperan dalam pengembangan penyakit 
(Morris et­al. 2008). Tujuan dari penelitian ini 
adalah untuk pengembangan senyawa kandidat 
obat herbal yang berperan dalam menghambat 
COX-2 dengan harapan memiliki efek sam-
ping yang minimal. Penelitian ini menggunak-
an metode simulasi in­ silico dengan Autodock 
Vina. Akurasi dan kecepatan metode ini sangat 
efisien dalam merancang senyawa kandidat obat 
sehingga dapat memudahkan proses pencarian 
obat menggunakan metode in­vitro dan in­vivo.
2. METODOLOGI
Preparasi Ligan
 Senyawa kurkuminonid (kurkumin, de-
metoksi kurkumin dan bisdemetoksi kurkumin) 
dan santorizol didesain dengan menggunakan 
perangkat lunak Marvinsketch 6.0 dan disimpan 
dalam format PDB (Protein Data Bank). Struk-
tur senyawa yang telah terbentuk kemudian di-
analisis bioavailabilitasnya dengan mengguna-
kan perangkat lunak yang diakses secara online 
pada laman (http://www.scfbio-iitd.res.in/utility/ 
lipinskifilters.jsp) (Lipinski et­al.2009). Sebagai 
senyawa pembanding maka digunakan obat 
komersial selekoksib yang didapatkan dari basis 
data Bank obat (www.Drugbank.ca) Toksisitas 
ligan kemudian dianalisis dengan akses online 
pada situs (http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/).
Preparasi Enzim
 Struktur enzim COX-2 diunduh dari 
basis data (http://www.rcsb.org/pdb/) dengan 
ID 3LN1. Kestabilan struktur protein dianalisis 
dengan menggunakan perangkat lunak VMD 
1.9.1 (Virtual­Molecular­Dynamic) dengan plot 
Ramachandran. Resolusi protein yang diguna-
kan adalah 2.40 Å. COX-2 dan ligan dipreparasi 
dengan menggunakan perangkat lunak Open 
Babel 2.3.1 dan Autodock Tools 1.5.6 (Shi et­
al 2012).  Open Bable 2.3.1 untuk menambah-
kan gugus hidrogen pada ligan dan Autodock 
Tools1.5.6 untuk memberikan ikatan hidrogen 
dan muatan Gasteiger. Hasil preparasi disimpan 
dalam format PDBQT. 
 Area penambatan (Grid) dimuat de-
ngan menyesuaikan area penambatan obat pada 
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protein dan parameter penambatan dilakukan 
dengan ADT 1.5.6 dan penambatan molekular 
dilakukan dengan AutoDock Vina (Scripps Re-
search Institute, USA) diasumsikan semua ro-
tatable­bond (ikatan siklik) dari molekul kecil 
dapat berotasi (fleksibel) dan makromolekul 
adalah tetap (rigid) (Morris et­ al.1998). Area 
penambatan dibagi menjadi 2 yaitu area penam-
batan yang ditarget dan area penambatan yang 
mencakupi semua enzim COX-2 (Blind dock-
ing). Jumlah ulangan (Exaustiveness) dilakukan 
sebanyak 100 kali. Proses penambatan dilakukan 
dengan menggunakan perangkat lunak PyRx.
Proses penambatan dilakukan dengan Laptop 
ASUS Eee PC seachell series dengan spefifikasi 
prosessor AMD Brazos APU, 1.6 GHz, Ram 4 
GB, HDD 500 GB, VGA Ati Radeon HD 6320 
1458 MB.  Proses penambatan dilakukan dengan 
memasukkan data area penambatan, ligan dan 
reseptor menggunakan perangkat lunak  PyRx. 
Hasil penambatan  akan memberikan informasi 
10 nilai energi bebas Gibbs (∆G) dengan nilai 
yang negatif tertinggi pada energi bebas Gibbs 
(∆G) urutan pertama. Hasil penambatan kemu-
dian dipilih yang paling negatif energi bebas 
Gibbsnya (∆G) kemudian dikonversi ke format 
PDB menggunakan perangkat lunak Discovery 
Studio 4.0. Selanjutnya dilakukan analisis 2 di-
mensi dengan perangkat lunak Ligplot dengan 
melakukan analisis ikatan hidrogen, jarak ika-
Tabel 1  Struktur kurkuminoid dan santorizol 
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tan, dan interaksi hidrofobik. Visualisasi struk-
tur 3 dimensi dilakukan dengan menggunakan 
perangkat lunak Pymol 1.3.
3. HASIL
Ligan Hasil Preparasi 
 Ligan berhasil dipersiapkan dengan 
menggunakan perangkat lunak MarvinSketch 
6.0 seperti yang disajikan pada Tabel 1. Sebagai 
pembanding maka digunakan obat komersial 
selekoksib yang diperoleh dari basis data Protein­
Data­Bank senyawa kurkuminoid dan santorizol 
beserta selekoksib memenuhi kriteria senyawa 
obat berdasarkan aturan Lipinski, serta memiliki 
tingkat toksisitas yang rendah berdasarkan be-
berapa hasil uji ADMET yang dapat dilihat pada 
Tabel 2.
Enzim Hasil Preparasi
 Enzim COX-2 memiliki stabilitas yang 
baik (Gambar 1) Berdasarkan plot Ramachan-
dran  sebanyak  96%  residu penyusun asam 
amino enzim COX-2 yang akan diuji terdapat 
pada area plot analisis yang stabil, sebanyak 
4% asam  amino pada area cukup stabil dan ti-
dak ada asam amino yang berada pada area plot 
yang tidak stabil.
Metode Penambatan yang divalidasi
 Hasil uji penambatan memerlukan uji 
keabsahan metode baik itu terhadap area penam-
batan dan jumlah ulangan yang digunakan dalam 
proses penambatan. Hal ini dilakukan dengan 
cara melakukan penambatan ulang senyawa 
selekoksib yang sudah tertambat dengan kom-
pleks enzim COX-2 saat proses pembuatan data 
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PDB hasil experimen dilaboratorium meng-
gunakan  kristalisasi XRD. Hasil penambatan 
dilakukan dengan wilayah penambatan yaitu 
secara terarah (targetted) menggunakan wila-
yah penambatan (grid) dengan pusat   center_
x=30.60, center_y=-22.56, center_z= -16.76. 
Hasil validasi menunjukkan nilai energi bebas 
Gibbs (ΔG) = -12.5 Kkal/mol pada penambatan 
terarah. Pada penambatan terarah terjadi 4 in-
teraksi selekoksib dengan COX-2 pada asam 
amino Ser339, Gln178, Leu338, dan Arg449. Struktur 
3D hasil validasi metode penambatan disajikan 
pada Gambar 3.
 Hasil penambatan molekuler antara kur-
kuminoid dan santorizol disajikan pada Gambar 
4 dalam bentuk diagram. Kurkumin memiliki 
nilai energi bebas ΔG= -9.3 Kkal/mol, bisde-
metoksikurkumin ΔG = -8.5 Kkal/mol, demetok-
sikurkumin ΔG=-8.3 Kkal/mol,  santorizol = -
7.8 Kkal/mol. Kurkumin memiliki energi bebas 
Gibbs tertinggi dibandingkan dengan senyawa 
kurkuminoid yang lainnya. Nilai ini yang pa-
Gambar 1  Plot Ramachandran COX-2 PDB ID: 3LN1
Gambar 2  Validasi metode ; A) interaksi Selekoksib dengan residu asam amino COX-2 pada hasil validasi 
(self docking) dan B) interaksi kurkumin dengan residu asam amino COX-2 pada hasil penam-
batan terarah.(keterangan: Ligan berwarna kuning: hasil redocking, Abu-abu ligand bawaan 
protein)
A B
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ling mendekati dengan energi bebas Gibbs obat 
ΔG=-12.6 Kkal/mol
Ikatan Hidrogen, Mode Ikatan dan Karak-
teristik Senyawa Obat
 Pada penambatan terarah kurkumin ter-
dapat 3 ikatan hidrogen pada asam amino Arg106, 
Tyr341 His75 (Gambar 4). Struktur 3 dimensi kur-
kumin dan sisi aktif COX-2 divisualisasikan 
dengan senyawa kurkuminoid lainnya yaitu bis-
demetoksikurkumin terdapat 4 ikatan hidrogen 
pada asam amino His75, Tyr371, Arg106, dan Tyr341. 
Demetoksi kurkumin terdapat 5 ikatan hidrogen 
pada asam amino His75, Tyr371, Arg106, Tyr341, dan 
Met508. Santorizol terdapat 1 ikatan hidrogan 
pada asam amino Ser516.
Gambar 3  Energi bebas Gibbs ligan obat (Selekoksib) dan kurkuminoid (kurkumin, demetoksi kurkumin, 
















-9,3 -8,5 -8,3 -7,8 -12,5
Gambar 5  Struktur tiga dimensi interaksi ligan (merah: kurkumin, hijau: Selekoksib) dengan sisi aktif enzim 
COX-2
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4. PEMBAHASAN
 Asam amino penyusun COX-2 terdiri 
atas 352 asam amino dengan proporsi terbesar 
pada asam amino leusin sebanyak 55 residu de-
ngan jenis penyusun asam amino terbanyak ter-
dapat pada asam amino nonpolar dengan jumlah 
258 asam amino. Keseluruhan asam amino pe-
nyusun enzim COX-2 telah diuji kestabilannya 
menggunakan plot Ramachandran. Berdasarkan 
data Tabel 2 sebagian besar asam amino penyu-
sun COX-2 berada pada daerah yang stabil (> 
90%). Hal ini menunjukkan bahwa data XRD 
yang digunakan pada penelitian ini adalah data 
yang akurat yaitu sesuai dengan kondisi asam 
amino penyusun protein ketika ada di alam. In-
formasi ini penting untuk menentukan struktur 
protein hasil XRD yang akan digunakan dalam 
proses penambatan. Kestabilan struktur 3 Di-
mensi dari protein ditentukan oleh nilai sudut 
perputaran (Torsi) polipeptida antara atom N dan 
C alfa (phi) dan sudut perputaran antara atom C 
alfa dan C penyusun asam amino. Prediksi nilai 
torsi penting untuk mengetahui pelipatan protein 
dari susunan asam aminonya. Sudut perputaran 
suatu asam amino dibatasi oleh nilai sterik hi-
dran antara atom pada rantai utama dan rantai 
samping polipeptida. Perputaran atom asam 
amino yang menyebabkan tumbukan antar atom 
tidak diizinkan dalam plot Ramacahandran. 
Asam amino yang terdapat secara alami akan 
memiliki nilai torsi yang diizinkan pada plot 
Ramachandran, pengecualian dari aturan ini 
adalah asam amino glisin. Hal ini disebabkan 
karena asam amino glisin tidak memiliki rantai 
sam­ping sehingga asam amino jenis ini mampu 
untuk berputar secara bebas.
 Senyawa kurkuminoid memiliki ke-
mampuan untuk menembus membran dan mu-
dah diserap oleh tubuh, berdasarkan tabel aturan 
Lipinski (Tabel 2). Kurkuminoid (kurkumin, 
demetoksikurkumin, bisdemetoksikurkumin), 
dan santorizol masing-masing memiliki be-
rat molekul 366, 340, 310, dan 216. Molekul 
dengan berat kurang dari 500 akan mudah me-
nembus pembatas pembuluh darah otak dan 
saluran usus. Donor hidrogen masing-masing 
1,4, 4,1. Jumlah gugus yang mendonorkan atom 
hidrogen terhadap ikatan hidrogen kurang dari 
5. Donor hidrogen merupakan jumlah gugus 
hidroksil dan amina dalam suatu senyawa obat. 
Jumlah donor atom hidrogen yang lebih dari 5 
dapat mengganggu daya serap melewati mem-
bran bilayer. Jumlah akseptor hidrogen masing 
masing senyawa yaitu 4,5,4,1 Jumlah akseptor 
hidrogen kurang dari 5. Jumlah akseptor hidro-
gen dihitung dari jumlah atom oksigen dan atom 
nitrogen, terlalu banyak akseptor hidrogen juga 
mengganggu serapan melewati membran bilay-
er. Kriteria ke 4 aturan Lipinski yaitu jumlah log 
P (perbandingan kelarutan pada oktanol dan air). 
Nilai kelarutan masing-masing senyawa yaitu, 
4.37, 3.64,3.63, 4.33. nilai log P yang kurang 
dari 5 meningkatkan daya serap dari ligan di 
dalam tubuh (Lipinski 1996). 
 Uji toksisitas terhadap senyawa kan-
didat obat kurkuminoid dan santorizol meng-
gunakan  metode  klasifikasi ADMET dengan 
beberapa paramater. Parameter pertama adalah 
inhibisi terhadap hERG (the­ human­ Ether-a-
go-go-related). Kurkuminoid dan santorizol 
bukan merupakan inhibitor dari hERG (Tabel 
1). hERG merupakan gen yang mengkodekan 
kanal protein kalium yang berkontribusi untuk 
aktivitas detak jantung. Penghambatan produksi 
protein ini dapat menyebabkan gangguan yang 
fatal pada jantung (Hedley  et­al. 2009). Kurku-
minoid dan santorizol merupakan senyawa yang 
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termasuk inhibitor lemah terhadap hERG ber-
dasarkan klasifikasi Robinson (2011). Klasifi-
kasi ini terbagi menjadi 3 bagian yaitu senyawa 
dengan sifat inhibitor kuat (IC­≤ 1 µM), inhibi-
tor sedang (IC=1-10 µM) dan, inhibtor lemah 
(IC ≥ 10 µM). 
 Senyawa obat juga harus memenuhi 
standar keamanan yaitu tidak bersifat sebagai 
mutagen. Berdasarkan analisis diketahui bahwa 
kurkuminoid dan santorizol memiliki sifat yang 
tidak mutagen. Uji mutagenitas suatu senyawa 
dianalisis dengan menggunakan metode Ames 
berdasarkan basis data dari Xu (2012).  Basis 
data ini terdiri dari 7617 senyawa yang berbeda 
yang terdiri dari 4252 mutagen dan 3365 senya-
wa yang tidak mutagen. Sedangkan untuk me-
ngetahui potensi suatu senyawa memiliki sifat 
karsinogen atau tidak maka dilakukan pengu-
jian menggunakan klasifikasi Lagunin (2009), 
dengan melihat struktur dasar dari senyawa 
karsinogen pada hewan pengerat. Data ini juga 
didukung oleh klasifikasi senyawa potensial 
karsinogenik menggunakan hewan model tikus. 
Semua senyawa uji dengan klasifikasi ini meru-
pakan senyawa yang tidak bersifat karsinoge-
nik.
 Kurkumin, bisdemetoksikurkumin, dan 
santorizol masuk dalam kategori III yang artinya 
senyawa ini memiliki nilai LD 500-5000 mg/kg. 
Nilai LD50 untuk senyawa demetoksikurkumin 
masuk pada kategori IV yang berarti lebih tidak 
toksik. Nilai LD50 adalah nilai standar untuk 
mengukur toksisitas akut dengan besaran mili-
gram senyawa per kilogram berat tubuh. Nilai 
LD50 merupakan dosis yang dibutuhkan untuk 
membunuh 50 persen dari populasi hewan coba 
(Walum 1998). Semakin kecil dosis LD 50 maka 
semakin berbahaya senyawa tersebut.
 Simulasi penambatan molekuler  berha-
sil dilakukan pada reseptor COX-2 (ID: 3LN1) 
dengan menggunakan Autodock vina dan PyRx. 
Simulasi dilakukan dengan menambatkan ligan 
ke sisi aktif pengikatan protein yang diketahui 
dengan Discovery Studi 4.0. Daerah pengika-
tan ligan tersebut adalah (Tyr40, Glu52, ASN53, 
His75, Arg106, Glu126, Asn130, Tyr133, Glu165, Arg170, 
Arg171, Gln178, Ala185, Phe186, Gln189, His193, Phe196, 
Lys197, Thr198, His200, Arg202, Asp225, Val281, Val335, 
Leu338, Ser339, Tyr341, Leu345, Asn368, Tyr371, His372, 
Trp373, His374, Gln392, Leu394, Asn396, Ile399, Ile428, 
Gln431, Val433, Arg499, Phe504, Val509, Gly512, Ala513, 
Leu517). 
 Terdapat dua interaksi yang terjadi an-
tara kurkuminoid dan santorizol dengan enzim 
COX-2 yaitu interaksi hidrogen dan interaksi 
hidrofobik. Pada senyawa kurkumin terjadi 3 
interaksi hidrogen dan 16 interaksi hidrofobik. 
Interaksi hidrogen terdapat pada gugus karbonil 
kurkumin dengan rantai samping Arg106 (N-H....
O) dan Tyr341 (O-H....O). Interaksi hidrogen beri-
kutnya yaitu antara atom O pada rantai samping 
cincin fenil dengan His75 (O-H....O). Situs inter-
aksi kurkumin dan selekoksib memiliki kesa-
maan  sebanyak 15 asam amino, kesamaan ini 
mengindikasikan kemiripan mekanisme aksinya 
terhadap protein yaitu berkompetisi secara kom-
petitif dengan selekoksib pada sisi aktif COX-2 
(Gambar 4). Senyawa bisdemetoksikurkumin 
terdapat 4 ikatan hidrogen pada asam amino 
His75, Tyr371, Arg106, dan Tyr341. Demetoksi kur-
kumin terdapat 5 ikatan hidrogen pada asam 
amino His75, Tyr371, Arg106, Tyr341, dan Met508. 
Santorizol terdapat 1 ikatan hidrogen pada asam 
amino Ser516.  Interaksi hidrogen adalah interaksi 
yang terjadi antara atom hidrogen yang berika-
tan secara kovalen dengan atom elektronegatif 
Curr.­Biochem. 2 (3): 139 - 149
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donor dengan atom elektronegatif lainnya yang 
bersifat sebagai reseptor. Ikatan hidrogen antara 
asam amino dan ligan menunjukkan interaksi 
molekular yang  spesifik (Hubbard 2010).
 Senyawa kurkuminoid (kurkumin, de-
metoksikurkumin, bisdemetoksikurkumin) dan 
santorizol secara berurutan memiliki 16,14,13, 
dan 10 interaksi hidrofobik. Interaksi hidrofo-
bik terjadi antara molekur nonpolar pada asam 
amino penyusun enzim dan atom ligan. Interak-
si hidrofobik yang  optimal akan meningkatkan 
kestabilan obat yaitu kekuatan ikatan dan efek 
obat (Patil et­al. 2010). 
 Nilai ∆G yang negatif pada kurkuminoid 
dan santorizol menunjukkan bahwa reaksi yang 
terjadi adalah reaksi spontan dengan ∆G yang 
paling spontan dan paling kuat afinitasnya untuk 
berikatan adalah kurkumin ∆G = -9.3 Kkal/mol. 
Disusul dengan demetoksikurkumin ∆G = -8.3 
Kkal/mol, dan santorizol ∆G = -8.5 Kkal/mol. 
Nilai ΔG kurkumin paling mendekati dengan 
energi bebas Gibbs obat komersial selekoksib 
ΔG  = -12.6 Kkal/mol. Simulasi ini menunjuk-
kan interaksi senyawa kurkuminoid dan san-
torizol dengan energi yang mendekati senyawa 
obat yaitu selekoksib. Selekoksib merupakan 
inhibitor kompetitif enzim COX-2 (Drugbank 
2015). Mekanisme inhibisi obat  oleh inhibi-
tor COX-2 terbagi menjadi 3 tahapan, pertama 
adalah interaksi antara inhibitor dengan saluran 
hidrofobik. Selanjutnya senyawa inhibitor akan 
masuk ke dalam sisi aktif enzim COX-2, taha-
pan terakhir adalah tahap pencapaian ikatan 
yang stabil dari gugus. Inhibisi selekoksib spesi-
fik terhadap enzim COX-2 karena gugus sulfon-
amida pada kantong hidrofilik yang lekat pada 
sisi aktif COX-2 (DiPiro et­al. 2008).
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